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RESUMEN 
 
La auranofina (AF) es una droga antiartrítica que exhibe actividad antitumoral. Mediante la inhibición de la actividad 
de la tiorredoxina reductasa (TrxR) y el incremento del estrés oxidativo, la AF puede inducir la muerte de células 
malignas aunque también es capaz de activar el factor de transcripción de enzimas antioxidantes Nrf2, que limita su 
eficacia. En vista de que la óptima activación de Nrf2 requiere de fosforilación por quinasas tales como la proteína 
quinasa CK2, en este trabajo se evaluaron, en las células Jurkat, los efectos de las combinaciones de la AF con dos 
inhibidores de la CK2: emodina (EM) y 4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzotriazol (TBB) mediante el empleo de relaciones 
molares fijas y posterior análisis con el método de Chou-Talalay. La actividad de la TrxR fue potentemente inhibida 
por la AF a concentraciones nanomolares. El pretratamiento con catalasa seguido por incubación con AF 1 µM 
revirtió la pérdida de viabilidad inducida por la droga sola. A la misma concentración, la AF incrementó el nivel de 
tioles totales intracelulares, mientras que la inhibición de la síntesis del GSH con butionina sulfoximina seguida por 
incubación con la AF, aumentó la muerte celular. Esos resultados sugirieron que la AF estimula una respuesta 
adaptativa al estrés oxidativo en las células Jurkat. Las combinaciones AF/EM (1/12) y AF/TBB (1/50) inhibieron la 
proliferación e indujeron muerte celular de un modo sinérgico. 
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ABSTRACT 
 
Auranofin (AF) is an antiarthritic drug with potential anticancer activity. By inhibiting thioredoxin reductase (TrxR) 
activity and increasing intracellular reactive oxygen species levels, AF can induce a lethal oxidative stress response in 
malignant cells. However, AF can activate the antioxidant transcription factor Nrf2 which may limit its efficacy. 
Because phosphorylation by kinases such as CK2 is essential for the full activation of Nrf2, the combinations of AF 
with the CK2 inhibitors emodin (EM) and TBB, were evaluated in Jurkat T cells by using a fixed dose ratio according 
to the Chou-Talalay method. The TrxR activity was potently inhibited by low nanomolar concentrations of AF. 
Moreover, by treatment with AF 1 µM, the observed decrease of cell viability was partly reversed by pretreatment 
with catalase. At the same concentration, AF increased the total thiols whereas inhibition of GSH synthesis with 
buthionine sulfoximine, followed by incubation with AF, resulted in stronger inhibition of viability. These results 
suggested that AF stimulates an adaptive response to oxidative stress in Jurkat cells. Essentially, the combinations of 
AF with EM (molar ratio AF/EM = 1/12) or TBB (molar ratio AF/TBB = 1/50) synergistically inhibited cell 
proliferation and induced cell death. 
 
KEY WORDS: Jurkat cells, emodin, TBB, TrxR, synergy. 
 
INTRODUCCIÓN 
 
La auranofina (AF; tetraacetil-β-D-tioglucosa 
oro(I)-trietilfosfina) es una conocida droga 
antiartrítica cuyas propiedades terapéuticas 
dependen de la presencia de un átomo de oro(I) 
dentro de su estructura química (Kean y Kean 
2008). Aunque en los años recientes se ha visto 
desplazada por otros tratamientos contra la artritis, 
las investigaciones sobre la AF han continuado 
debido a sus propiedades prometedoras contra otras 
enfermedades, incluyendo las parasitarias (Andrade 
y Reed 2015), fúngicas y bacterianas (Fuchs et al. 
2016) y malignas (Markowska et al. 2015). En 
particular, ha mostrado potentes efectos 
proapoptóticos en diversas líneas de células 
leucémicas de los linajes mieloide (Brown et al. 
2010, Liu et al. 2011) y linfoide (Rigobello et al. 
2008, Fiskus et al. 2014). Probablemente, la eficacia 
de esta droga estribe en su capacidad de inhibir la 
actividad de las enzimas tioredoxina reductasa 
(TrxR) citosólica y mitocondrial, y la consecuente 
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generación de especies reactivas de oxígeno (ERO) 
(Gandin et al. 2010). Debe notarse que, debido a su 
rápido crecimiento, las células malignas generan 
elevadas concentraciones de ERO, por lo que la AF 
se inscribe dentro del grupo de drogas que 
destruyen a las células tumorales por su capacidad 
de inducir situaciones de estrés oxidativo (Gorrini et 
al. 2013). A pesar de que las células cancerosas 
desarrollan mecanismos antioxidantes que les 
permiten mantener las ERO a niveles compatibles 
con sus funciones biológicas, sus concentraciones 
intracelulares de ERO siempre son mayores que los 
correspondientes en las células normales 
(Trachootham et al. 2009). Por lo tanto, la 
combinación con sustancias capaces de inhibir 
alguna ruta de señalización relacionada con el 
sistema de defensa antioxidante, podría ser una 
estrategia razonable para vencer la resistencia de las 
células malignas a los efectos tóxicos de la AF. En 
tal sentido, se ha demostrado que en los linfocitos 
leucémicos Jurkat (línea inmortalizada de céluas T) 
y U937 (línea inmortalizada de monocitos), la AF 
activa el Nrf2, factor de transcripción cuya unión al 
ADN permite la expresión de enzimas antioxidantes 
tales como la hemo oxigenasa 1 (HO-1), la γ-
glutamilcisteína sintetasa, entre otras (Kataoka et al. 
2001). Aunque no se conocen inhibidores 
específicos de Nrf2, se ha sugerido que la máxima 
activación de este factor puede ocurrir por su 
fosforilación mediante algunas quinasas entre las 
que se destaca la serina-treonina quinasa CK2 (Pi et 
al. 2007). Esta enzima, considerada como un 
prototipo de las quinasas “constitutivamente 
activas”, alcanza niveles intracelulares que son 
invariablemente mayores en los tumores que en las 
células normales del mismo tipo (Ruzzene y Pinna 
2010). Tanto en los tumores sólidos como en las 
células leucémicas, los elevados niveles de CK2 
contribuyen con la inhibición de la apoptosis así 
como con el aumento de la proliferación y 
supervivencia (Ruzzene y Pinna 2010, Piazza et al. 
2012). Por esas razones, en este trabajo se 
evaluaron, en linfocitos malignos Jurkat, los efectos 
de la combinación de la AF con dos conocidos 
inhibidores de la CK2: (a) la antraquinona emodina 
(EM; 1,3,8-trihidroxi-6-metilantra-quinona), el 
componente activo de la planta medicinal Rheum 
palmatum y (b) el TBB (4,5,6,7-tetrabromo-1H-
benzotriazol), compuesto sintético diseñado 
específicamente para inhibir la CK2 (Cozza et al. 
2009). 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Reactivos y cultivo celular  
 
Todos los reactivos fueron suministrados por 
Sigma (St Louis, USA) sin purificación adicional. 
La línea celular de linfocitos T leucémicos Jurkat 
(donada por el Centro de Medicina Experimental, 
IVIC, Venezuela) fue cultivada en medio específico 
RPMI 1640, suplementado con suero fetal bovino al 
10% v/v y glutamina 1 mM en atmósfera húmeda de 
CO2 al 5% en aire y a 37ºC. Las drogas solas o 
combinadas, que se incubaron en los cultivos, 
fueron disueltas en dimetil sulfóxido (DMSO). Las 
cantidades añadidas de estas soluciones se ajustaron 
para mantener la concentración del DMSO en un 
nivel máximo de 0,5% v/v. 
 
Actividad enzimática de la TrxR  
 
Obtención de lisados celulares. Se centrifugó 
una suspensión con 2  106 de células Jurkat a 2.000 
rpm durante 5 min, para eliminar el medio de 
cultivo. El sedimento se resuspendió con 1 mL de 
tampón de inhibición preparado mezclando 940 µL 
de PBS, 50 µL de glucosa 200 mM y 10 µL de AF 
0,01 - 1 mM (a los controles se les agregaron 10 µL 
de DMSO). Luego, se incubó por 2 h en CO2 al 5% 
y a 37ºC. Nuevamente, se centrifugó a 2.000 rpm 
durante 5 min y se retiró el sobrenadante, se lavaron 
las células con 500 µL de PBS Dulbecco. Se 
resuspendió el sedimento celular con 125 µL de 
tampón de lisis preparado previamente [CelLyticTM 
M con dilución 189:200, Na2EDTA 1 mM, NaCl 50 
mM y coctel inhibidor de proteasas (aprotinina, 
bestatina, E-64, leupeptina, pesptatina A) con 
dilución 1:200]. Se incubó por 15 min en un 
agitador vortex a velocidad moderada. Finalmente, 
se centrifugó durante 15 min a 14.000 rpm, para 
obtener el lisado celular. 
 
Actividad enzimática. La actividad de la TrxR 
puede establecerse mediante ensayo colorimétrico 
con NADPH y el reactivo de Ellman, el ácido 5,5’-
ditiobis-2-nitrobenzoíco (DTNB). En la reacción 
catalizada el NADPH es oxidado a NADP+ 
mientras que el DTNB es reducido al ácido 2-nitro-
5-tiobenzoíco (NTB), un cromógeno de color 
amarillo. El seguimiento fotométrico de este último 
permite determinar la actividad enzimática (Riddles 
et al. 1983). El procedimiento aplicado fue el 
siguiente: se transfirieron 100 µL de lisado celular a 
una microplaca de 96 pozos de fondo plano y se 
mezclaron con 90 µL de DTNB 5 mM (disuelto en 
tampón fosfato 100 mM). La mezcla se dejó reposar 
por 10 min, seguidamente se añadieron 10 µL de 
NADPH 9 mM e inmediatamente se monitoreó la 
absorbancia a 405 nm por 2060 min en un 
fotómetro de microplaca. 
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Concentración proteica de los lisados celulares. 
Se colocaron 250 µL del reactivo de Bradford en los 
respectivos pozos de una microplaca de 96 pozos de 
fondo plano. Luego, se añadieron 5 µL de 
estándares de albúmina bovina (0,25 - 1,4 mg/mL), 
5 µL de cada uno de los lisados celulares y 5 µL de 
agua desionizada en el caso del blanco. Se incubó 
por 10 min y luego se midieron las absorbancias a 
595 nm. 
 
Determinación de tioles totales 
 
El DTNB reacciona de modo específico con los 
grupos sulfhidrilos libres (tioles) para producir, 
además de un disulfuro mixto, NTB que absorbe 
radiación fuertemente a 412 nm (Winther y Thorpe 
2014). El ensayo realizado consistió en lo siguiente: 
muestras de 250 L de células Jurkat (1  107/mL) 
fueron añadidas a 250 L de ácido sulfúrico 80 
mM, mezcladas y dejadas en reposo por 10 min a 
temperatura ambiente. Luego, se añadieron 100 L 
de tungstato de sodio al 10% m/v y se agitó durante 
10 min con vortex. Se centrifugó a 11.000 rpm por 
10 min en una microcentrífuga y se conservó el 
sobrenadante. En una microplaca de 96 pozos de 
fondo plano se colocaron 100 μL de sobrenadante 
por triplicado, 100 µL de Tris-HCl 1 M (pH 8) y 75 
µL de DTNB 8,4 mg/dL (agua/isopropanol = 1). Se 
midió la absorbancia a 405 nm después de 5 min. La 
cantidad de milimoles de tioles totales se obtuvo 
mediante una curva de calibración preparada en 
cada ensayo con patrones de glutatión (GSH) de 0 a 
6 nmol por pozo y por triplicado a cada 
concentración. 
 
Muerte celular necrótica 
 
La carencia de integridad de la membrana 
plasmática está asociada con la muerte celular por 
necrosis, lo cual puede ser documentado en un 
microscopio de contraste de fase mediante la 
observación de la incapacidad de las células de 
excluir algunos colorantes vitales tales como el azul 
tripano (Saelens et al. 2005). El ensayo se efectuó 
de esta manera: las células Jurkat (1  106/mL) se 
colocaron en una microplaca de 96 pozos con AF 
(0,1 - 10 µM) en ausencia de butionina sulfoximina 
(BSO) y se incubó en atmósfera húmeda de CO2 al 
5% en aire a 37ºC por 24 h. Por otro lado, el mismo 
número de células se pretrató con BSO 1 mM por 
24 h y luego se añadió la AF (0,01 - 5 µM), 
manteniendo las mismas condiciones de incubación 
por 24 h adicionales. En otros ensayos, las células 
fueron tratadas durante 24 h con AF o inhibidor de 
la CK2, y con la combinación AF/inhibidor de la 
CK2 utilizando esquemas que se describen 
detalladamente más adelante (Fig. 2 y 3). Al 
finalizar cualquiera de los tratamientos anteriores, 
25 µL de células se mezclaron con 10 µL de azul 
tripano al 0,4% m/v. De esta mezcla se sirvieron 10 
µL en un hemocitómetro, se contaron al menos 150 
células empleando un microscopio óptico con 
objetivo 40X (Axiolab, Zeiss), de las cuales se 
computaron las células no viables (teñidas de azul), 
para así determinar los porcentajes de necrosis. 
 
Citotoxicidad basada en el ensayo del MTT 
 
La ruptura reductiva del anillo tetrazólico del 
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil 
tetrazolio (MTT) a través de la succinato 
deshidrogenasa de las mitocondrias funcionales, 
conduce a la formación de formazán, un derivado 
insoluble en agua de color púrpura; la medida 
colorimétrica de este derivado es proporcional a la 
cantidad de mitocondrias, y consecuentemente, al 
número de células viables de una muestra (Aziz et 
al. 2005). El procedimiento llevado a cabo fue el 
siguiente: se preincubaron 90 μL de células Jurkat 
(1,11  106/mL) en una microplaca de 96 pozos de 
fondo plano con 10 μL de catalasa a diversas 
concentraciones. La microplaca se dejó en un 
agitador orbital por 30 min. Luego, a cada pozo se 
agregó 1 μL de AF 1 µM y se incubaron en 
atmósfera de CO2 al 5% y a 37ºC por 24 h. 
Después, a cada pozo se añadieron 10 μL de MTT 5 
mg/mL y se reincubó bajo las mismas condiciones 
del paso anterior por 4 h. Luego, los cristales de 
formazán obtenidos se disolvieron con la solución 
de Triton X-100 al 10% v/v y HCl 0,1 M en 
isopropanol y se midió la absorbancia en un 
fotómetro de placas (Multiskan Ascent, 
Labsystems) con filtro de 490 nm. La concentración 
de las células se calculó mediante una curva de 
calibración. Todos los tratamientos fueron 
realizados por triplicado. 
 
Apoptosis basada en tinción diferencial  
 
El colorante naranja de acridina (NA) es un 
fluorocromo vital que tiñe todas las células, tanto 
vivas como muertas, mientras que el fluorocromo 
bromuro de etidio (BE) tiñe específicamente a las 
células que han perdido la integridad de su 
membrana plasmática. En un microscopio de 
fluorescencia, las células vivas se observan 
uniformemente verdes, en cambio las células con 
apoptosis temprana se muestran verdes conteniendo 
puntos brillantes en sus núcleos, lo cual surge como 
consecuencia de la condensación de la cromatina y 
de la fragmentación nuclear. Las células con 
apoptosis tardía también incorporan el BE en su 
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núcleo pero en este caso se observan puntos 
brillantes de color naranja (Kasibhatla et al. 2006). 
EL ensayo se llevó a cabo de esta manera: a cada 
pozo de una microplaca de fondo en U, se añadieron 
99 µL de medio específico y 100 µL de células 
Jurkat (4  105/mL). Se incubó a 37ºC y atmósfera 
de 5% de CO2 durante 24 h. A las 24 h se retiró la 
placa del incubador y se añadió 1 µL de AF o TBB 
o 1 µL con ambas drogas. La placa fue incubada a 
37ºC y atmósfera de 5% de CO2 durante 24 h 
adicionales. Posteriormente, en un vial de 500 L se 
mezclaron 25 µL del contenido de cada pozo y 1 µL 
de una solución fluorescente de naranja de acridina 
(NA) y bromuro de etidio (BE), obtenida por la 
mezcla de partes iguales de ambos fluorocromos a 
la concentración de 10 mg/mL en PBS pH 7,4. Una 
porción de muestra teñida (10 µL) se observó al 
microscopio de fluorescencia (Leica) con objetivo 
de 40X. Las células teñidas uniformemente de verde 
se computaron como viables, las células de 
coloración verde que exhibieron puntos brillantes se 
contaron como apoptóticas y aquellas que 
mostraron núcleos teñidos de naranja se 
contabilizaron como células necróticas. 
 
Análisis estadístico 
 
Los resultados que se muestran en las figuras 
constituyen medias aritméticas y las barras de error 
asociadas a estos datos se corresponden con sus 
errores estándares. Para establecer diferencias 
significativas entre las medias de los grupos 
experimentales se emplearon análisis de varianza de 
una sola vía, seguido de pruebas de comparación 
múltiple de Tukey o Dunnett según fueron los 
casos. Tales análisis se realizaron con el programa 
estadístico InStat versión 3.0 para Windows 
(GraphPad Software Inc., USA).  
 
Análisis de las combinaciones 
 
Los análisis de las combinaciones se hicieron 
mediante el programa CalcuSyn® (Biosoft) versión 
2.0, el cual suministró información acerca de los 
valores de los índices de combinación (CI) 
dependientes de los niveles de los efectos medidos. 
El método, propuesto por Chou y Talalay (Chou 
2006), tiene como base la ecuación del efecto de la 
mediana [fa/fu = (D/Dm)m], donde fa y fu se refieren 
a las fracciones afectada y no afectada, 
respectivamente, D es la dosis (o concentración) de 
la droga, Dm es la dosis que promueve o inhibe el 
50% del efecto medido y m describe la 
sigmoidicidad de la curva dosis-respuesta. El CI, 
que calcula el programa, es una medida cuantitativa 
del grado de interacción entre las drogas. Los 
valores obtenidos se clasifican en tres clases: efecto 
aditivo (CI = 1), sinérgico (CI < 1) y antagónico (CI 
> 1). La sinergia o el antagonismo se declararon, 
cuando a través de la prueba t de Student de dos 
colas, se rechazó la hipótesis nula (CI = 1), es decir, 
cuando los CI fueron significativamente diferentes 
de 1 (p < 0,05). En los gráficos correspondientes 
esto se evidencia a través de nomenclatura de 
asteriscos. 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Efectos de la AF relacionados con el estrés 
oxidativo 
 
Se ha sugerido que los efectos prooxidantes de 
la AF provienen de la inhibición irreversible de la 
TrxR con su consiguiente transformación en una 
NADPH oxidasa que induce a su vez, la generación 
de ERO y la promoción de la muerte celular (Cheng 
et al. 2010). Sobre la base de esos antecedentes, en 
primer lugar se examinaron sus efectos sobre los 
dos principales sistemas antioxidantes 
intracelulares: el sistema de la TrxR y el del 
glutatión (GSH). 
 
La Figura 1A confirma los hallazgos publicados 
sobre la inhibición que esta droga exhibe contra la 
TrxR presente en las células Jurkat (Cox et al. 
2008). Al contrario, la Figura 1B indica que las 
bajas concentraciones de la AF (entre 0,1 y 1 µM) 
incrementan las concentraciones intracelulares de 
los tioles totales, cuyo componente mayoritario 
podría ser el GSH, tal como ya se ha reportado 
(Cacciatore et al. 2010. La AF puede activar al 
factor de transcripción Nrf2 estimulando, entre otras 
enzimas, a las que promueven la biosíntesis del 
GSH. 
 
Los resultados mostrados en la Figura 1C son 
consistentes con esta idea debido a que la presencia 
de 1 mM de butionina sulfoximina (BSO) 
incrementó los efectos citotóxicos de la AF, 
comportamiento esperable tomando en cuenta que 
la BSO es un potente inhibidor de la γ-
glutamilcisteína sintetasa, enzima indispensable en 
la producción de GSH. De hecho, el tratamiento con 
BSO de células control, redujo el contenido de 
tioles libres desde 74,9 ± 4,9 hasta 29,2 ± 1,0 
nmol/107 células (p < 0,001; n = 5); esta caída 
puede atribuirse a la pérdida de GSH. Por su parte, 
la Figura 1D indica que la incubación de las células 
Jurkat con 1 µM de AF en presencia de diferentes 
concentraciones de catalasa (enzima que cataliza la 
descomposición del peróxido de hidrógeno), 
permite la recuperación parcial de la viabilidad 
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celular. En efecto, en la Figura 1D se observa que la 
adición de 300 unidades/mL de catalasa permite 
aumentar la viabilidad celular desde el 43% hasta el 
67%. Este resultado es cónsono con los 
correspondientes al trabajo de Rigobello et al. 
(2008), en el que se demostró que la incubación de 
las células Jurkat con 2 µM de AF, estimula la 
producción mitocondrial de peróxido de hidrógeno 
que conduce a un estrés oxidativo limitado. 
 
 
Figura 1. Efectos prooxidantes y citotóxicos de la AF en las células Jurkat. (A) Inhibición de la actividad de la enzima TrxR en las células 
Jurkat. Esta actividad se evaluó en lisados celulares obtenidos después de preincubar la AF con 2  106 células durante 2 h. El protocolo se 
describe detalladamente en Materiales y métodos. Para las células control, la actividad específica de la TrxR fue de 0,356 unidades de 
A405nm/(min  mg proteína total). Los puntos de los gráficos son el resultado promedio de tres ensayos independientes. (B) Alteración del 
contenido de tioles totales intracelulares de las células Jurkat. Las células (1  107/mL) fueron tratadas por 24 h con las concentraciones de AF 
señaladas y, posteriormente, en los lisados celulares obtenidos se midieron los niveles de tioles totales por colorimetría empleando el ensayo 
de óxido-reducción con DTNB. Cada punto en el gráfico es el promedio de tres ensayos independientes. Las diferencias significativas 
halladas se determinaron mediante la prueba de comparación múltiple de Dunnett de dos colas. (C) Viabilidad celular determinada por 
exclusión del colorante azul tripano. Las células (1  106/mL) fueron incubadas al inicio con la AF a las concentraciones indicadas. En los 
casos en que se usó BSO 1 mM, la dosificación de la AF se hizo después de 24 h de pretratamiento. Cada punto en el gráfico es el promedio 
de tres ensayos independientes. Las diferencias significativas encontradas se establecieron a través de la prueba de comparación múltiple de 
Tukey. (D) Las células se incubaron por 24 h con AF 1 µM en ausencia (control cero) y presencia de diferentes concentraciones de catalasa. 
La viabilidad se determinó por el ensayo del MTT tal como se describe en la sección de Materiales y métodos. 
 
Efectos de la EM y de TBB sobre la proliferación 
de las células Jurkat tratadas con la AF 
 
Para analizar los efectos de las combinaciones, 
el empleo del programa CalcuSyn® exige que los 
compuestos ensayados produzcan efectos que sean 
dependientes de sus concentraciones. Para ello, fue 
necesario determinar los intervalos de las 
concentraciones de las drogas individuales que 
produjeron efectos significativos sobre la propiedad 
medida. En el caso de la proliferación de las células 
Jurkat, las Figuras 2A y 2C muestran esos intervalos 
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para la AF (0 - 1 mol/L), la EM (0 - 12 mol/L) y 
el TBB (0 - 50 mol/L). La Figura 2B indica que la 
combinación AF/EM en la relación fija 1/12, induce 
efectos sinérgicos para todas las fracciones 
afectadas. En contraste, la combinación AF/TBB en 
la relación fija 1/50, indujo sinergia significativa 
solamente a las concentraciones mayores (o 
fracciones afectadas más altas), mientras que para 
las combinaciones a bajas concentraciones, todos 
los efectos inhibidores de la proliferación fueron 
solamente aditivos. 
 
 
Figura 2. Efectos de la combinación de AF con EM (proporción: 1/12) y de AF con TBB (proporción: 1/50) sobre la proliferación de las 
células Jurkat. Las células se sembraron (2  105/pozo) en microplacas de 96 pozos a 37ºC durante 24 h antes de tratarlas con las drogas o sus 
combinaciones a las concentraciones indicadas. Después de 24 h de crecimiento, las células que excluyeron el colorante azul tripano fueron 
examinadas y contadas en un hemocitómetro. (A y C) Gráficas de los efectos dependientes de la concentración de las drogas individuales y 
combinadas. Los % del control (cuatro ensayos independientes) se calcularon respecto a las células que no recibieron drogas a las 0 h. Para las 
comparaciones (AF sola contra AF combinada) se usó la prueba de Tukey. (B y D) Gráficas de los índices de combinación (CI) en función de 
las fracciones afectadas. Los datos de las gráficas A y C fueron analizados mediante el uso del programa CalcuSyn®. Para las comparaciones 
con el valor hipotético de 1, se usó la prueba t de Student de dos colas. 
 
Efectos de la EM y de TBB sobre la necrosis de 
las células Jurkat tratadas con la AF 
 
Mediante un esquema similar al empleado para 
evaluar la proliferación (Fig. 2), se determinaron los 
efectos de los componentes individuales y de las 
combinaciones sobre la capacidad de las células 
Jurkat de excluir al colorante azul tripano. Las 
Figuras 3A y 3C muestran que ambas 
combinaciones inducen necrosis significativa. Sin 
embargo, es evidente que la combinación de la AF 
con el TBB en la proporción 1/50, generó 
incrementos mucho mayores de los eventos 
necróticos que la combinación con EM en la 
proporción 1/12. Además, la Figura 3D revela que 
la sinergia de AF y TBB para inducir muerte 
necrótica ocurre en casi todo el intervalo de 
concentraciones ensayado, mientras que la Figura 
3B indica que para la combinación AF/EM, 
solamente se observaron efectos aditivos en todo el 
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intervalo de las fracciones afectadas. 
 
Efectos de la EM sobre la apoptosis de las células 
Jurkat tratadas con la AF 
 
Para evaluar la apoptosis inducidas por las 
combinaciones en las células Jurkat, se empleó la 
técnica de tinción con naranja de acridina y 
bromuro de etidio. Una dificultad inherente a esta 
técnica ocurre cuando la necrosis inducida es muy 
elevada o cuando surge como consecuencia de la 
apoptosis (necrosis secundaria). El resultado neto es 
la subestimación del porcentaje de células 
apoptóticas. Tal como se observa en las Figuras 3A 
y 3C, la combinación AF/TBB generó niveles 
elevados de necrosis, lo que impidió observar 
apoptosis dependiente de la concentración. En el 
caso de la combinación AF/EM, pudieron 
observarse incrementos en los porcentajes de 
apoptosis (Figura 4A). En efecto, las combinaciones 
de AF 0,4 µM/EM 4,8 µM y de AF 0,8 µM/EM 9,6 
µM generaron niveles de apoptosis que fueron 
significativamente mayores que los inducidos por 
AF o EM solas a las mismas concentraciones. La 
Figura 4B revela que los efectos de esas 
combinaciones, en las células tratadas con AF/EM 
en la relación fija 1/12, fueron sinérgicos para los 
porcentajes de inducción de apoptosis superiores al 
30% (fracciones afectadas mayores que 0,3). Por 
debajo del 30% de apoptosis, los efectos deben 
considerarse como aditivos (CI = 1).  
 
 
Figura 3. Efectos de la combinación de AF con EM (proporción: 1/12) y de AF con TBB (proporción: 1/50) sobre la necrosis de las células 
Jurkat. Las células se sembraron (2  105/pozo) en microplacas de 96 pozos a 37ºC durante 24 h antes de tratarlas con las drogas o sus 
combinaciones a las concentraciones indicadas. Después de 24 h, las células que no excluyeron al colorante azul tripano fueron contadas en 
un hemocitómetro. (A y C) Gráficas de los efectos dependientes de la concentración de las drogas individuales y combinadas. Los % de 
necrosis presentados resultaron de promediar los datos de cuatro ensayos independientes. Para las comparaciones (AF sola frente a AF 
combinada) se usó la prueba de Tukey (B y D) Gráficas de los Índices de combinación (IC) en función de las fracciones afectadas. Los datos 
que generaron las gráficas A y C fueron analizados mediante el uso del programa CalcuSyn®. Para las comparaciones con el valor hipotético 
de 1, se usó la prueba t de Student de dos colas. 
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Figura 4. Efectos de la combinación de AF con EM (relación fija: 1/12) sobre la apoptosis de las células Jurkat. Las células se sembraron (2  
105/pozo) en microplacas de 96 pozos a 37ºC durante 24 h antes de tratarlas con las drogas o sus combinaciones a las concentraciones 
indicadas. Después de 24 h, las células se tiñeron con la mezcla de los fluorocromos naranja de acridina y bromuro de etidio antes de evaluar 
los cambios en la cromatina por microscopía de fluorescencia. (A) Efectos dependientes de las concentraciones de las drogas individuales y 
combinadas. Los % de apoptosis presentados resultaron de promediar los datos de cuatro ensayos independientes. Para las comparaciones (AF 
sola contra AF combinada) se usó la prueba de Tukey. (B) Gráfica de los Índices de combinación (CI) en función de las fracciones afectadas. 
Los datos que generaron la gráfica A, fueron analizados mediante el uso del programa CalcuSyn®. Para las comparaciones con el valor 
hipotético de 1, se usó la prueba t de Student de dos colas. 
 
En este trabajo se demostró que la combinación 
in vitro de una droga generadora de estrés oxidativo 
(AF) con dos de las sustancias mejor reconocidas 
como inhibidoras de la CK2 (EM y TBB), inducen 
efectos citotóxicos sinérgicos. Una de las 
consecuencias más importantes de esta sinergia es la 
disminución de las concentraciones de los 
compuestos presentes en la combinación. Por 
ejemplo, las Figuras 2A y 4A muestran que 0,4 µM 
de la AF sola inhibe la proliferación en un 42% e 
incrementa la apoptosis en 4,7%, mientras que 
combinada con 4,8 µM de la EM, las cifras 
correspondientes son del 69% y del 30%, 
respectivamente. Los CI calculados (Fig. 2B y 4B) 
demuestran que ambos efectos son 
significativamente sinérgicos. Debe notarse que esta 
misma combinación generó incrementos modestos 
en la necrosis (Fig. 3A), los cuales fueron aditivos 
solamente (Fig. 3B). Estos resultados son relevantes 
si se consideran los datos farmacocinéticos de 
ambas drogas. En el caso de la AF, se ha reportado 
que, siguiendo esquemas de administración oral 
continua, las concentraciones estacionarias del 
oro(I) en la sangre de los pacientes artríticos oscilan 
entre 0,7 y 1,5 µM sin provocar efectos adversos de 
importancia (Nakaya et al. 2011). En el caso de la 
EM, solo se han publicado estudios 
farmacocinéticos en animales de experimentación 
tratados con diversas preparaciones que contienen la 
droga. En esos estudios se reporta que, la 
glucuronidación de la EM disminuye la presencia de 
la droga libre en los diversos tejidos, mientras que 
su encapsulación en liposomas puede incrementar 
su concentración en el plasma sanguíneo de ratones 
hasta valores superiores a 20 µM (Wang et al. 
2012). 
 
El TBB es un compuesto más selectivo hacia la 
CK2 que la EM (Cozza et al. 2009). Sin embargo, 
fue necesario emplear concentraciones entre 10 y 50 
µM para poder observar efectos dependientes de la 
concentración sobre la proliferación de las células 
Jurkat (Fig. 2C). Bajo esas condiciones, su 
combinación con AF en la relación fija 1/50 generó 
sinergia solamente cuando las fracciones afectadas 
fueron elevadas (Fig. 2D) y además, los efectos de 
esa combinación sobre la necrosis fueron muy altos 
(Fig. 3C y 3D). 
 
Es importante resaltar que, además de la CK2, la 
EM es capaz de inhibir a numerosas quinasas y 
otras dianas moleculares (Shrimali et al. 2013). De 
hecho, en nuestro laboratorio se demostró que la AF 
sinergiza con la EM para inhibir la proliferación de 
una cepa de epimastigotas del parásito 
Trypanosoma cruzi, el cual carece de la actividad 
CK2 (Nogales et al. 2012). Además, evaluaciones 
más recientes de TBB han demostrado que su 
selectividad contra la CK2 no es tan alta como se 
estimó inicialmente, sugiriendo que parte de sus 
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efectos citotóxicos podrían generarse por la 
inhibición de otras quinasas (Battistutta et al. 2011). 
Entonces, dada la baja especificidad de ambos 
compuestos, no puede descartarse que la sinergia 
observada con la AF pudiera deberse a la inhibición 
de otras enzimas. Finalmente, es pertinente destacar 
que, algunos flavonoides tales como la quercetina y 
la luteolina, sustancias que están presentes en 
diversos alimentos de la dieta diaria, exhiben 
similar inespecificidad y además, son potentes 
inhibidores de la CK2 (Lolli et al. 2012).  
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